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論文内容の要旨
本研究は，不溶化酵素を一種の化学修飾された酵素と考え，酵素が水不溶性による酵素自身の性質
変化を明らかにすることを目的としたものである。酵素としては枯草菌液化型 α-α.mylase を， 不溶
性担体のモデル物質としては酢酸，酪酸，カプリル酸およびパルミチン酸を用いている。
第 1 章では， α-α.mylαse のアミノ基を上記脂肪酸の p-nitrophenyl ester により 70% dioxane 中で
αcyl 化し， αcyl 基の長さわよび、αcyl 化数の変化した22種類の acyl 化α ー α.mylαse を得ている。
第 2 章では， αcyl 化α-α.mylαse の諸性質を比較検討し，不溶化酵素の性質に及ぼす化学修飾の影
響を明らかにした。可溶性澱粉を基質にした場合の最大反応速度 Vmは αcyl 基の長さおよびαcyl 化数
の増大につれ減少したが， Michαelis 定数 Km は αcyl 化により変化しなかった。これらの結果より，
αcyl 化に伴う活性の低下は， αcyl 化による酵素の分子構造の変化が Vmの減少として現われたことに
由来するものであり，不溶化の際の担体との結合による酵素活性の低下は，このような Vmの低下に
よるものであると結論している。更に，不溶化に伴う高分子基質の分解様式，反応最適pH， 安定性な
どの変化にも，化学修飾の影響による酵素自体の変化として説明しうる部分が存在することを明らか
にした。
第 3 章では， α-αmylαse の熱安定性に及ぼす αcetyl 化の影響を熱力学的パラメーターを用いて解
析した。 α -amylαse の熱安定性は， αcetyl 化により 700C 以上では増大し， 670C以下では減少した。
そしてその度合は， αcetyl 化数が多いほど大きかった。この現象は， α 一 αmylαse の熱失活反応の活
性化エンタルビーおよび活性化エントロビーが， αcetyl 化数の増大につれ共に減少したことによると
の結論を得た。また， α-α.mylαse の熱失活反応には αcetyl 化による compensαtion effect がみられ，
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そのTc の{直は680C で、あった。
第 4 章では，化学修飾された酵素の不溶化法のーっとして αcyl 化 α - amylase の固定化を行った。
α ー αmylαse の物性がαcyl 化により変化することは Millipore filter への吸着性の変化からも明らかと
なり，特に ραlmityl 化 α-αmylase が効率よく Millipore filter に吸着されることを認めた。酵素を吸
着したMillipore filter は固定化酵素膜として使用でき，その活性は平均pαlmityl 化数4.5のとき最大
で，元の酵素の約28%の活性を保持していた。
論文の審査結果の要旨
本論文は不溶化酵素における性質の変化について理論的な解明を行なったものである。すなわち酵
素として α - amylase を用い，そのアミノ基を修飾し，もし修飾基が不溶性担体のとき不溶化酵素が
得られるとの解釈のもとに 天然酵素と不溶化酵素聞の系列修飾酵素を調製し性質の遷移を解析した。
Bαcillus subtilis の α-α:mylαse を種々の炭素鎖長の脂肪酸で αcyl 化し， αcyl 化数の変化した22種
類の αcyl 化 α-αmylase の性質を比較した。 Michaelis 定数 Kmは不変であったが酵素活性は修飾基の
大きさ台よびαcyl 化数の増加によって低下する。この低下の傾向には不溶化に対応する不連続的は見
られなかった。
修飾酵素の熱不活性化に compensαtion effect が存在することを見出し，修飾酵素は680C以上ではよ
り耐熱性となるが， 680C以下では却って不安定になることを示した。この結果は不溶化による耐熱性
の変化に対して統一解釈を与えるものである。
以上の結果は化学修飾による不溶化において酵素蛋白質の立体構造の変化か性質変化の主原r*J とな
っていることを示すものであり，酵素化学および応用生化学上貢献するところが大きし)0
よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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